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k57 Resumen:
Procedimiento consistente en la utilizacion de los
genes Athal3 de Arabidopsis thaliana para la ob-
tencion de plantas con control del desarrollo y tole-
rantes al estres osmotico y salino.
La invencion se reere a un procedimiento de cons-
truccion de plantas transgenicas. Consiste en con-
trolar el desarrollo y aumentar la tolerancia al estres
osmotico y salino mediante la sobre expresion cons-
titutiva de los genes Athal3 de Arabidopsis tha-
liana. Athal3 es una flavoprotena, un enzima con
una molecula de flavin mononucleotido (FMN) como
coenzima, con actividad red-ox en procesos de oxido
reduccion celular. La sobre expresion de Athal3 en
Arabidopsis thaliana altera el metabolismo y modi-
ca la respuesta al estres aumentando, en este caso,
el crecimiento vegetativo y la tolerancia al estres
osmotico y salino.
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DESCRIPCION
Procedimiento consistente en la utilizacion de
los genes Athal3 de Arabidopsis thaliana para la
obtencion de plantas con control del desarrollo y
tolerantes al estres osmotico y salino.
Procedimiento para la obtencion de plantas
tolerantes al estres osmotico y salino mediante so-
bre expresion de los genes Athal3 de Arabidopsis
thaliana y plantas que se obtienen a traves de este
procedimiento.
Objeto de la invencion (Campo de la tec-
nica)
El objeto de la invencion es un procedimiento
para conseguir plantas transgenicas con mayor to-
lerancia a estreses osmoticos ambientales como:
sequa y salinidad consistente en la alteracion del
metabolismo de las plantas mediante la expresion
de los genes Athal3 de Arabidopsis thaliana.
Antecedentes (Estado de la tecnica)
Segun se ha descrito, el gen HAL3 es impor-
tante en la homeostasis ionica (Ferrando et al.
Mol. Cell. Biol. 15, 5470. 1995), el ciclo ce-
lular (Di Como et al. Genetics 139, 95. 1995;
Clotet et al. J. Biol. Chem. 271, 26349. 1998)
y la integridad de la pared celular (De Nadal et
al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95, 7357. 1998)
en Saccharomyces cerevisiae. Sus homologos en
plantas superiores son de gran interes en el estu-
dio de la regulacion de procesos celulares basicos
y para la biotecnologa del estres hdrico y salino.
Recientemente, hemos aislado dos genes de Ara-
bidopsis thaliana, Athal3a y Athal3b, homologos
al gen HAL3 de Saccharomyces cerevisiae, y se
ha comprobado que no existen otros genes es-
trechamente relacionados en el genoma de Ara-
bidopsis. Athal3a y Athal3b se expresan en todos
los organos (raz, tallo, hojas, inflorescencias, si-
licuas y semillas) e incrementan su expresion en
respuesta a estres salino. AtHAL3a tiene un nivel
de expresion superior a AtHAL3b, y presenta una
acumulacion de ARN mensajero en semillas que
no se produce en AtHAL3b. En respuesta a estres
salino, AtHAL3b muestra mayor induccion, alcan-
zando niveles comparables a los de AtHAL3a. La
localizacion espacial de la expresion de AtHAL3a
esta restringida al embrion, particularmente en el
procambium, y a celulas floematicas en la planta
adulta. La localizacion de la expresion, en celulas
en diferenciacion y en los haces vasculares, su-
giere un papel regulador en el desarrollo y en la
se~nalizacion de respuesta a estres.
Descripcion de la invencion
La invencion consiste en controlar el desarro-
llo y aumentar la tolerancia al estres osmotico
por alteracion del metabolismo de la planta, me-
diante la sobre expresion constitutiva de los ge-
nes Athal3 de Arabidopsis thaliana cuyo producto
proteico es una flavoprotena, un enzima con una
molecula de flavin mononucleotido (FMN) como
coenzima, con actividad red-ox en procesos de
oxido reduccion celular. La sobre expresion al-
tera el metabolismo y modica la respuesta al
estres de la planta aumentando, en este caso, el
crecimiento vegetativo y la tolerancia al estres
osmotico. Tecnicamente, el gen Athal3a fue colo-
cado bajo el control de las secuencias reguladoras
del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35S)
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para ser sobre expresado en plantas. Usando
Agrobacterium tumefaciens como agente media-
dor, el gen se integro y expreso de manera esta-
ble en el genoma de plantas de Arabidopsis tha-
liana. Las plantas transgenicas transformadas
con AtHAL3a en la orientacion sentido muestran
un avance sostenido del crecimiento, que se ob-
serva particularmente en el paso del estadio ve-
getativo al reproductivo (aparicion del tallo flo-
ral), y una mayor tolerancia al estres hdrico y
salino. Mientras que las plantas con AtHAL3a en
la orientacion antisentido presentan un retraso en
su desarrollo.
Modo de realizacion preferente de la in-
vencion
La gura 1 muestra el diagrama de la cons-
truccion de los plasmidos pA31 y pA76 utilizados
en la realizacion de la invencion. Para conseguir
la construccion nal del plasmido pA31 y pA76,
el gen Athal3a fue subclonado en las orientacio-
nes sentido y antisentido, como un fragmento de
DNA de 0.63 Kb HindIII/BamHI, en el vector
pJIT 163 (Guerineau et al. Plant Mol. Biol. 18,
815. 1992), creando pA18 y pA61, respectiva-
mente. El fragmento de 2,1 kb KpnI/XhoI de
pA18 y pA61, que contiene el gen AtHAL3a flan-
queado por dos copias de las secuencias regulado-
res CaMV35S y el terminador TCaMV del virus
del mosaico de la coliflor, se clono en el vector
binario de plantas pBin 19 (Bevan Nucleic Acids
Res. 12, 8711. 1984), obteniendose pA31 y pA76,
respectivamente. La agrobacteria Agrobacterium
tumefaciens LBA 4404 (Hoekema et al. Nature
303, 179. 1983), previamente transformada con
los plasmidos pA31 y pA76 (Wen-Jun y Forde
Nucleic Acids Res. 17, 8385. 1989), fue utili-
zada para agroinfectar por inltracion (Bechtold
et al. C R Acad. Sci. Pars 316, 1194. 1993)
plantas adultas que dieron lugar a plantas trans-
genicas. La gura 2 muestra el efecto de la ex-
presion alterada de Athal3a sobre el crecimiento
y la tolerancia al estres. Dos lneas transgenicas
F2 homozigotas de Arabidopsis thaliana que ex-
presan Athal3a en sentido (S1 y S2) y dos en
antisentido (AS1 y AS2), que respectivamente
muestran aumento y descenso de la cantidad de
transcritos de Athal3a comparados con el control
(WT), y que fueron elegidas para los analisis de
estres. Las plantas que sobre expresan el gen
Athal3a muestran, en condiciones normales, un
crecimiento mas rapido que el control, mientras
que las Athal3a antisentido producen el fenotipo
opuesto (Figura 2A). La diferencia de crecimiento
observada, es constante durante el desarrollo de
la planta afectando, particularmente, el tiempo
de la produccion del tallo floral (Figura 2D: S1−,
S2’, control x, AS1, AS2o). Las plantas sen-
tido, tambien muestran mejor tolerancia al estres
salino en 100 mM de ClNa (Figura 2B) y al estres
osmotico en 200 mM de sorbitol (Figura 2C) que
los controles y transgenicas antisentido. Esta me-
jora en la tolerancia se observa durante la germi-
nacion y el desarrollo. Las plantas transgenicas
sentido desarrollan races y hojas y continuan cre-
ciendo en condiciones de estres mientras que los
controles permanecen mayormente en el estadio
de cotiledones.
Los resultados obtenidos sugieren que la estra-
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tegia desarrollada presenta considerables avances
en relacion con el estado de la tecnica para con-
seguir un control en el desarrollo y una mayor
resistencia de las plantas a estreses ambientales
como la sequa y salinidad.
Tecnicamente, el gen Athal3a se coloca bajo el
control de las secuencias reguladoras del virus del
mosaico de la coliflor (CaMV35S) para ser sobre
expresado en plantas. Usando Agrobacterium tu-
mefaciens como agente mediador, el gen se in-
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tegra y expresa de manera estable en el genoma
de plantas de Arabidopsis thaliana. Las plantas
transgenicas transformadas con AtHAL3a en la
orientacion sentido muestran un avance sostenido
del crecimiento, que se observa particularmente
en el paso del estadio vegetativo al reproductivo
(aparicion del tallo floral), y una mayor toleran-
cia al estres hdrico y salino. Mientras que las
plantas con AtHAL3a en la orientacion antisen-
tido presentan un retraso en su desarrollo.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la obtencion de plan-
tas caracterizado porque mediante la alteracion
del metabolismo por manipulacion de la expresion
genetica de los genes Athal3 de Arabidopsis tha-
liana se obtienen plantas con desarrollo contro-
lado y tolerantes al estres osmotico y salino.
2. Procedimiento para la obtencion de plan-
tas, segun la reivindicacion 1 caracterizado por-
que el gen Athal3a de Arabidopsis thaliana fue
colocado bajo el control de las secuencias re-
guladoras del virus del mosaico de la coliflor
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(CaMV35S) para ser expresado en plantas.
3. Procedimiento para la obtencion de plantas
segun las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado
porque usando Agrobacterium tumefaciens como
agente mediador, el gen se integro y expreso de
manera estable en el genoma de plantas de Ara-
bidopsis thaliana.
4. Procedimiento para la obtencion de plantas
segun las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado
porque el fenotipo obtenido puede utilizarse para
la mejora de las plantas en su respuesta a estreses
osmoticos ambientales como sequa y salinidad.
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